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^3 (54) Title: METHOD FOR DETECTING AND ISOLATING T LYMPHOCYTES THAT RECOGNIZE A DEFINED ANTIGEN 
00 

C<l (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUM NACHWEIS UND ZUR IS OL IE RUNG VON T-LYMPHOZYTEN, DIE EIN DEFINTER- 
TES ANTIGEN ERKENNEN 

O (57) Abstract: The invention relates to the utilization of CD154 for detecting and/or isolating antigen-specific T lymphocytes and 
^» to a method for detecting and/or isolating antigen-specific T lymphocytes, wherein the suspension is brought into contact with a 
CD40/CD154 system inhibitor, CD 154 is determined intra or extracellularly and the cells having CD 154 are detected and/or isolated. 

(57) Zusammenfassung: Es wird die Verwendung von CD 154 zum Nachweis und/oder zur Isolierung von Antigen-spezifischen 
T-Lymphozyten und ein Verfahren zum Nachweis und/oder Isolierung von Antigen-spezifischen T-Lymphozyten vorgeschlagen, 




wobei die Suspension mit einem CD40/CD154 Systeminhibitor in Kontakt gebracht wird, CD154 intra- oder extrazellular bestimmt 
und die CD 154 aufweisenden Zellen nachgewiesen und/oder isoliert werden. 
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Verfahren zum Nachweis und zur Isolienmg von T- 
Lymphozyten, die ein definiertes Antigen erkennen 



Die Erfindung betrifft die Verwendung von CD154 zum 
Nachweis und zur Isolierung von T-Lymphozyten, die ein 
definiertes Antigen erkennen, und ein Verfahren zum 
Nachweis und zur Isolierung von T-Lymphozyten in 
Zellsuspensionen Oder Korperf lussigkeiten, die ein 
definiertes Antigen erkennen. 

Das Immunsystem besteht aus Zellen und Molekulen, die im 
Korper zirkulieren und deren Homeostase und Kooperation 
durch Zytokine und Wachstumsf aktoren aufeinander abgestiromt 
werden. Nicht benotigte Zellen werden durch Apoptose 
eliminiert. Diese Mechanismen werden durch auSere Einflusse 
Oder genet ische, Pradispositionen verschiedenster Art 
beeinflusst. Das Immunsystem spielt eine zentrale Rolle bei 
der Entstehung vieler Erkrankungen, insbesondere Allergien, 
Entzundungen und Autoimmunerkrankungen. Es ist 
verantwortlich fur eine verstarkte Immunitat nach 
Impfungen, versagt jedoch bei der Entstehung von 
Tumor erkrankungen . 

Dendritische Zellen (DC) sind die Wachter des Immunsystems 
und im Kdrper dort lokalisiert, wo fremde und 
moglicherweise gefahrliche Stoffe eindringen konnen. Sie 
sind professionelle Antigen-prasentierende Zellen, die das 
Antigen aufnehmen, verdauen, Peptidf ragmente des Antigens 
spezifischen T-Lymphozyten prasentieren und sie dabei 
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aktivieren. Die unreifen Vorlaufer der DC wandern 
kontinuierlich uber das Blut in die Lymphprgane , wo sie 
unter bestimmeii Umstanden zu reifen DC dif f erehzieren 
konnen. Es gibt verschiedene Vorlauf erzeilen, die zu 

5 unter s chi edli chen Typen von DC ausreifen konnen. Diese 
unterschiedlichen Typen von DC reagieren auch 
unterschiedlich auf Antigene durch die Expression 
bestiramter Membranmolekule und Zytokine. Auf diese Weise 
kontrollieren sie die Aktivierung der T-Lymphozyten, die 

10 dann pro- (Thl) oder antiinf lammatorisch (Th2) , 
regulatorisch (Tr) oder tolerant (Ta) werden konnen. Die 
Art der Aktivierung der T-Lymphozyten wird durch 
kostimulatorische Aktivierungssignale von Antigen- 
prasentierenden Zellen bestimmt. Aktivierungssignale sind 

15 Liganden fur Rezeptoren der T-Lymphozyten. Diese Liganden 
befinden sich auf der Oberflache der APC, sie sind an die 
extrazellulare Matrix gebunden oder sie werden von Zellen 
sezerniert, so die Zytokine. Neben der Antigen- spezifischen 
Aktivierung durch Signale uber den Antigenrezeptor der T- 

20 Lymphozyten und kostimulierende Liganden ist jedoch auch 
eine unspezif ische Aktivierung von T-Lymphozyten 
beschrieben; z. B. durch Zytokine oder durch Lektine. 

Die Gesamtheit der molekularen Veranderungen bei der 
Aktivierungsreaktion und f unktionellen Dif f erenzierung von 
25 T-Lymphozyten ist jedoch derzeit nur unvollstandig 
aufgekiart. So ist auch die Erfassung des Aktivierungs- und 
Funktionszustandes von T-Lymphozyten, die ein bestimmtes 
Antigen erkennen, beim gegenwartigen Stand der Technik nur 
ungenau moglich. 
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Fur klinische Anwe ndungen bei der Diagnostik von 
Krankheiten und in der Forschung ist es essentiell, 
insbesondere solche spezifischen T-Lymphozyten erfassen zu 
konnen, die durch ein bestimmtes Antigen aktiviert werden 
5 konnen Oder aktivierbar sind. Weiterhin ist es 
wunschenswert , solche Antigen- spezifischen T-Lymphozyten 
aus Zellgemischen insbesondere fur zelltherapeutische 
Zwecke isolieren zu konnen. 

Im Stand der Technik sind mehrere Verfahren offenbart, mit 

10 denen der Aktivierungs- und Funktionszustand von T- 
Lymphozyten bestimmt werden kann. So offenbart die 
DE 100 21 834 Al mRNA-Molekiile zur Verwendung als 
Indikatoren fur den Funktionszustand von T-Lymphozyten, 
wobei die mRNA-Molekule bei aktivierten T-Lymphozyten im 

15 Vergleich zum Normal- bzw. zum Ruhezustand vermehrt oder 
vermindert exprimiert sind. Durch Bestimmung der 
Interaktion zwischen den komplementaren, hybridisierten 
Nucleinsauresequenzen ist es moglich, Unterschiede in der 
Expressionsstarke der mRNA-Molekule zu bestimmen, was 

20 Ruckschlusse auf den Aktivierungszustand der T-Lymphozyten 
zulasst. Weiterhin offenbart diese Druckschrift die 
Verwendung von Polypeptide^ die durch die 

Nucleotidsequenzen codiert werden und gegen die Polypeptide 
gerichtete Antikorper sowie die Verwendung dieser 

25 Antikorper zum Nachweis des Aktivierungs- und 
Funktionszustandes von T-Lymphozyten. 

Die DE 37 37 703 Al offenbart Antikorper, die gegen ein 
neutrophil aktivierendes Polypeptid gerichtet sind und als 
Diagnostikum eingesetzt werden konnen, urn aktiviert e 
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Strukturen der zellularen Immunantwort zu detektieren und 
zu charakterisieren . 

Die DE 42 26 974 C2 offenbart ein Verfahxen und eine 
Vorrichtung zur Aufbereitung und Separation von 
Zellsuspensionen . Die beschriebene Separationsvorrichtung 
und das Verfahxen zur kontinuier lichen Aufbereitung einer 
Zellsuspension kann verwendet werden, urn unterschiedliche 
Bestandteile, beispielsweise des menschlichen Blutes zu 
separieren, wobei Zellen, die im Zusammenhang mit der 
zellularen Immunantwort stehen, spezifisch aufgereinigt 
werden konnen. 

In der US-PS 5, 874, 302 wird ein Verfahren offenbart, mit 
dem T-Lymphozyten kultiviert werden und die so gewonnenen 
T-Lymphozyten zu klinischen Behandlungen von Tumoren 
eingesetzt werden- GemaS der US-PS 5,874,302 wird Blut als 
Ausgangsmaterial fur die Herstellung der T-Zellkultur- 
Suspension verwendet, wobei das entsprechende Startmaterial 
mit bestimmten Tumor zellen cokultiviert wird. 

Die CA 1,296,622 offenbart ein Verfahren und eine 
Vorrichtung sum Be s tinmen des immunregulatorischen Status 
von Leukozyten. Die Leukozyten werden mit 

Standardsubstanzen- stimuliert, um den immunregulatorischen 
Status, beispielsweise mit Hilfe von markierten Antikorpern 
zu bestimmen. Zunachst wird hierzu eine Probe aus 
peripheren mononuklearen Zellen des Patienten, der ein 
Immun-beeinf lussendes Mittel erhalten hat, vermehrt und 
anschlieSend wird in einem Aliquot der vermehrt en Probe der 
Prozentsatz von mononuklearen Zellen bestimmt, welche ein 
Aktivierungs-Antigen in vitro exprimieren. AnschlieSend 
wird der Prozentsatz mit einem- vorgegebenen Wert des 
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Prozentsatzes als Anzeige des in vitro Effektes verglichen, 
wodurch der immunregulatorische Zustand des Patient en bzw. 
des Effektes der Immun-beeinf lussenden Therapie auf den 
immunregulatorischen Zustand bestimmt werden kann. Zu den 
5 Unterklassen der zu bestimmenden mononukl earen Zellen 
gehoren beispielsweise T-Lymphozyten, cytotoxische T- 
Lymphozyten und Helf er-T-Lymphozyten. 

In der WO 99/58977 wird ein Verfahren zur direkten 
Selektion von Antigen- spezifischen T-Lymphozyten 

10 beschrieben. Die T-Lymphozyten werden hier anhand der 
Produktion von Zytokinen mittels Durchf luss-Zytometrie oder 
der magnet ischen Zellsortierung separiert • Es werden hier 
solche aktivierte T-Lymphozyten selektiert, die nach 
Stimulation mit Antigen ein bestimmtes oder mehrere 

15 bestimmte Zytokine exprimieren. 

Weiterhin ist es mit den bekannten diagnostischen Verfahren 
nicht moglich, die Aktivierung durch eine virale oder 
bakterielle Infektion von einer Aktivierung durch eine 
Autoimmunreaktion oder durch eine Transplant atabstoSung zu 

20 unterscheiden, obwohl eine solche Unterscheidung axis 
diagnostischen und aus klinischen Gesicht spunk ten heraus 
wunschenswert ist . Durch die unzureichende Detektion von 
aktivierten T-Lymphozyten in einer biologischen Probe ist 
es auch nicht moglich, diese entsprechenden Zellen gezielt 

25 zu separieren, da sie hierfur zunachst eindeutig bestimmt 
werden mussen. 

Bisher sind keine immundiagnostischen Verfahren 
beschrieben, die einen schnellen und einfachen Nachweis der 
Gesamtheit aller fur ein Antigen spezifischen T-Lymphozyten 
30 und daruber hinaus deren Isolierung ermoglichen. Bei den 
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verschiedensten Erkrankungen ist es von groStem 
diagnostischem und therapeutischen Interesse, die die 
Immunantworten zentral lind somit auch verschiedenste 
Immunpathogenesen steuernden T-Lymphozyten direkt Antigen- 
spezifisch nachzuweisen oder sie fur zelltherapeutische 
Ansatze, wie den adoptiven T-Zelltransf er , zu isolieren. 
Dies betrifft Erkrankungen wie Allergien und 
Autoimmunerkrankungen, denen f ehlgesteuerte Iramunreaktionen 
zu Grunde liegen wie auch chronische Inf ektionskrankheiten, 
Tumore oder Leukamien. 

Bisherigen Verfahren liegen zwei unterschiedliche 
Strategien zugrunde : 

(i) Der „strukturelle tt Nachweis Antigen- 

spezif ischer T-Lymphozyten basiert auf der direkten 
Markierung der von den T-Lymphozyten ausgepragten T- 
Zellrezeptoren mittels MHC-Multimeren, die zusammen mit den 
jeweiligen antigenen Peptiden komplexiert sind (US 
5,635,363 / FR 9911133) . Die Nachteile solcher Verfahren 
bestehen darin, dass sie zum einen abhangig von dem der zu 
untersuchenden Individuen ausgepragten MHOGenotyp sind und 
zum anderen dass die MHC-Molekiile nur mit einem 
immundominanten Peptidepitop des jeweiligen Antigens 
komplexiert werden. Jedes Agens muss somit individuell 
entsprechend des Genotyps und zu verwendenden 
immundominanten Peptidepitops, das zudem nur bei wenigen 
Antigenen und auch nur fur wenige MHC-Allele bekannt ist, 
des Antigens hergestellt werden. Zudem konnten bisher die 
fur den Nachweis und die Isolierung MHC-II restringierter 
Antigen- spezif ischer CD4+ Th-Lymphozyten essentiellen MHC- 
II Multimere aufgrund besonderer struktureller Merkmale des 
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MHOII Molekuls nicht in fiir eine Anwendung ausreichender 
Qualitat hergestellt werden. 

(ii) Funktionale Nachweise Antigen- spezifischer T- 

Lymphozyten beruhen entweder auf der Antigen-reaktiven 

5 Proliferation nach Stimulation mit Antigen, die jedoch erst 
nach 3-5 Tagen detektierbar ist, Oder auf Antigen- reaktiver 
Expression von Aktivierungsmolekulen Oder Sekretion von 
Zytokinen. Wahrend bisher beschriebene Aktivierungsmarker 
zum Teil auch von speziellen nicht aktivierten T- 

10 Lymphozyten ausgepragt werden und daher nicht spezifisch 
genug sind, kann anhand der „reaktiven w Expression von 
Zytokinen nicht die Gesamtheit der spezifischen T- 
Lymphozyten nachgewiesen werden. Durch die unzureichende 
Detektion von spezifisch aktivierten T-Lymphozyten in einer 

15 biologischen Probe ist somit auch nicht moglich, diese 
entsprechenden Zellen gezielt zu separieren, da sie hierfur 
zunachst eindeutig bestimmt werden mussten. 

Die bekannten Verfahren, bei denen spezifische T- 
Lymphozyten aufgrund ihrer Zytokin Sekretion detektiert und 
20 isoliert werden, beispielsweise nach der WO 99/58977, kann 
die Gesamtheit aller spezifischen T-Lymphozyten nicht 
bestimmt und isoliert werden, da sich oft yede aktivierte 
T-Zelle durch individuelle Zytokinprogramme auszeichnet. 

Nachteilig bei den bekannten Verfahren der Isolierung von 
25 lebenden T-Lymphozyten anhand der Produktion von Zytokinen 
ist weiterhin, dass die Zellen zum Zeitpunkt ihrer 
maximalen Sekretionsleistung aus der Kultur herausgenommen 
werden, urn an ihnen eine fur die jeweiligen Zytokine 
spezifische „Fangmatrix u ahzubringen. Danach mussen die 
30 Zellen fur eine kurze Zeit wieder kultiviert werden. Dies 
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erhoht den technischen Aufwahd zur Gewinnung spezifischer 
T-Lymphozyten betrachtlich. Gerade in den letzten Jahren 
wurden in verschiedenen Verof f entlichungen immer wieder 
regulatorische T-Lymphozyten (Tr/Treg) beschrieben, denen 
5 sich keine definierten Zytokinmuster zuordnen lassen, d.h. 
die Zellen sind anhand einer Zytokinsekretion nicht 
detektierbar Oder isolierbar* Zudem ist die Expression 
bestimmter Zytokine (z. B. IL-10) auch entscheidend von der 
Art der gewahlten in vitro Aktivierung abhangig. 

10 Der bisherige Nachweis und die Isolierung von spezifischen 
T-Lymphozyten ist bisher auch deshalb limitiert, da zwar 
eine Reihe von Biomolekulen bekannt sind, die als 
Indikatoren bzw. Marker fur bestimmte aktivierte T- 
Lymphozyten herangezogen werden konnen, jedoch ist es 

15 derzeit aufgrund der begrenzten Zahl und Qualitat der 
verfugbaren Aktivierungsmarker nicht moglich, durch 
Bestimmung eines diesef Marker zu entscheiden, ob die T- 
Lymphozyten sich in dem gewunschten Zustand befinden. 
Beispielsweise wird der Aktivierungsmarker CD69 von alien 

20 T-Lymphozyten nach Aktivierung exprimiert. Jedoch fuhren 
auch jegliche Stresseinwirkungen zur Expression von CD69, 
so dass durch Bestimmung dieses Markers keine Aussage fiber 
die Antigen- spez if ischen T-Lymphozyten moglich ist. 

Im Stand der Technik ist die erhohte Expression des CD154 
25 auf CD4+ Th-Zellen als einen Marker fur Krankheitsaktivitat 
bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis (RA) * 
bekannt (Berner et al,, 2000). In diesem Zusammenhang wird 
der Gebrauch von CD154 als spezieller prognostischer bzw. 
diagnostischer Marker bei einer Gruppe an RA erkrankter 
30 Patienten diskutiert. Es wird jedoch kein Verfahren zur 
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Analyse und/oder Isolierung von Antigen- spezifischen T- 
Zellen offenbart oder nahegelegt. Solche Antigen- 
spezifischen T-Zellen sind durch eine auf ein definiertes 
Antigen oder ein definiertes Gemisch von Antigenen 

5 restringierte Reaktivitat charakterisiert . . In der 
Publikation von Berner et al . wird beispielsweise eine 
mogliche lange und erhohte Expression des CD154 Molekiils 
auf vielen CD4+ Th-Zellen diskutiert (im Mittel ca. 45% in 
der RA CD4 0L higll+ Gruppe / Figure 1) . Diese sind aber nicht 

10 durch eine restringierte Antigenspezif itat charakterisiert. 
Die Autoren selbst konstatieren, dass CD40L unter normalen 
Umstanden „ transient 14 auf aktivierten T-Zellen detektierbar 
ist. Bereits seit 1998 ist die Expression von CD40L auf 
aktivierten T-Zellen von vielen anderen Gruppen 

15 beschrieben. Jedoch ist auch hinlanglich bekannt, dass das 
CD4 0L Molekul nach Aktivierung in vitro mit spezifischen 
Antigenen als Marker fur spezifische CD4+ Th-Lymphozyten 
nicht mehr zur Verfugung steht. 

Im weiteren wird im Stand der Technik, z.B. in der 
20 Publikation von Berner et al. die therapeutische Anwendung 
von anti-CD40L Antikorpern bei RA- Patient en beschrieben, 
Bei der „Antikorper-Therapie u mit anti-CD154 Antikorpern 
geht man ausgehend von tierexperimentellen Systemen davon 
aus, dass durch die Gabe des anti-CD154 Antikorpers T- 
25 Zellinteraktionen mit B-Zellen ( Unter druckung von humoraler 
Immunitat) und mit Antigen-prasentierenden Zellen 
(Unterdruckung von chronischer Entzundung) beeinflusst 
werden . 

Bekannt sind im Stand der Technik verschiedene Aspekte der 
30 Biologie von CD154, wobei im Detail die Struktur, die 
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Regulierung der Expression, biologische Funktionen und 
medizinische Applikationen beschrieben ist (Schonbeck et 
al • , 2000) . 

Schonbeck et al . of fenbaren, dass die Expression von CD154 
5 transient ist . Ferner werden verschiedene polyklonale 
Stimuli beschrieben, die eine CD154 Expression auf alien T- 
Zellen zu induzieren vermogen. 

Weiterhin sind Studien bekannt, in denen immnnomagnetische 
Reagenzien zur Isolierung von Monozyten, oder T- 
10 Zellsubpopulationeneingesetzt werden und nachfolgend 
isolierte Fraktionen solcher Zellen elektronenmikroskopisch 
untersucht werden (Fisher et al . , 2002). 

Die Signalubertragungswege des CD4 0 Molekuls in B- 
Lymphozyten sind teilweise gut analysiert. Auch Unter- 

15 suchungen zur Dauer der CD154 Expression auf T- Zellen sind 
offenbart. Diese Daten wurden in experimentellen Systemen 
gewonnen, in denen aber keine Antigen- spezifischen T- Zellen 
in Zellgemischen nach spezifischer Aktivierung mit 
Antigenen oder Gemischen von Antigenen analysiert oder 

20 isoliert werden konnen. Fisher et al . beschreiben hingegen, 
dass die beobachtete CD154 Expression zum Teil transient 
ist und nur auf in vitro nach polyklonaler Stimulation 
generierten proinf lanimatorischen Thl-Zellen verlangert ist. 

Im Stand der Technik sind demgemaS keine Methoden 
25 offenbart, Antigen- spezifische T- Zellen auf grand ihrer 
Antigen-reaktiven CD154 Expression therapeutisch verwenden 
zu konhen. 
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Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher Verfahren 
bereitzustellen, mit denen alle Antigen- spezif ischen T- 
Lymphozyten unabhangig von ihrem funktionalen Potential 
einfach, kostengunstig und sicher detektiert bzw. isoliert 
5 we r den konnen. 

Die vorliegende Erfindung lost dieses technische Problem 
durch eine Verwendung von CD154 zum Nachweis und/oder zur 
Isolierung von T-Lymphozyten, die ein bestimmtes Antigen 
erkennen - 

10 CD154 ist ein Mitglied der TNF-Gen-Familie und wird unter 
anderem von verschiedenen Zellen, insbesondere T- 
Lymphozyten exprimiert . CD154 wird ein bis drei Stunden 
nach der Aktivierung von den stimulierten T-Lymphozyten 
herunterreguliert . 

15 Lymphozyten stellen die spezifischen Trager der 
Immunantwort dar, wobei zwei groSe Populationen bekannt 
sind: Die B- und die T-Lymphozyten. Die T-Lymphozyten 
besitzen zahlreiche Oberf lachenmolekule, von denen das CD4- 
und das CD8 -Protein von besonderer Bedeutung sind. Die CD4 

20 T-Lymphozyten we r den auch als Helf er-T-Zellen (Th-Zellen) 
bezeichnet, da sie uber die Produktion loslicher 
Botenstoffe bei der Aktivierung anderer Zellen mithelfen. 

Lymphozyten und andere Leukozyten exprimieren viele 
25 verschiedene Molekule auf ihrer Zelloberf lache . Einige 
erscheinen nur kurzzeitig wahrend bestimmter Phasen der 
Dif f erenzierung oder nach Aktivierung des Zellen. Andere 
Molekule sind konstant und typisch fur die jeweilige 
Zellreihe. Solche konstant exprimierenden Antigene konnen 
30 als Marker fur bestimmte Zellpopulationen genutzt werden. 
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Es gibt eine einheitliche Nomenklatur fur 

Zelloberflachenmarker, das CD- System (CD ■ cluster of 
differentiation) , in welchem die Marker f ortlauf end 
nummeriert sind. So kommen beispielsweise auf NK- und T- 
5 Lymphozyten CD 154 wie auch CD 165 oder andere Molekule 
vor. 

Uberraschend war, dass CD154 verwendet werden kann, um T- 
Lymphozyten unabhangig von * ihrem funktionalen Potential 

10 nachzuweisen. Der uberraschende Vorteil der Verwendung von 
CD154 zum Nachweis und zur Separation von T-Lymphozyten 
liegt darin, dass die T- Lymphozyten unabhangig von ihrer 
Funktion sicher detektiert bzw. isoliert werden konnen, 
d.h. alle Antigen- spezifischen T- Lymphozyten in einer Probe 

15 konnen bestimmt und separiert werden. Somit wird durch die 
erf indungsgemaSe Verwendung vorteilhaf terweise ein neuer 
praktikabler Kandidat fur die Bestimmung von Antigen- 
spezif ischen T- Lymphozyten bereitgestellt - 

Die offenbarte Lehre beinhaltet demgemass auch die 
20 therapeutische Anwendung von Antigen- spezifischen T-Zellen 
nach Isolierung anhand ihrer nach in vitro Stimulation mit 
definierten Antigenen oder Antigen-Gemischen induzierbaren 
Antigen-reaktiven CD154 Expression. 

25 Nach einer besonderen Ausfuhrungsf orm der Erfindung sind 
die T-Lymphozyten Th- Lymphozyten, insbesondere CD4 + 
und/oder CD8 + Th-Lymphozyten. Fur die Antigenerkennung 
benutzen T-Zell-Lymphozytenpopulationen eine T-Zellrezeptor 
(TZR) , der ein heterodimeres Molekul darstellt/ das aus 

30 verschiedenen Kettenkombinationen besteht. Der weitaus 
groSte Teil aller T-Lymphozyten tragt einen alpha- /beta-T- 
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Zellrezeptor . Diese T-Lymphozyten besitzen weitere 
Oberflachenmolekule, insbesondere das CD4- und das CD8- 
Protein. CD8-Lymphozyten werden von Antigenen stimuliert, 
die von Klasse-I-Molekulen des MHC prasentiert werden und 
5 sind als zytolytische T-Lymphozyten fur die Virusabwehr von 
entscheidender Bedeutung. CD4 -T-Lymphozyten erkennen 
Antigene, welche von MHC-Klasse-II-Molekulen prasentiert 
werden und haben einen wesentlichen Anteil an der Abwehr 
von Bakterien, Pilzen, Protozonen und anderen Parasiten. 

10 In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsf orm der Erf indung 
werden inf lammatorische, antiinf laramatorische, regula- 
torische und/oder suppressive T-Lymphozyten nachgewiesen 
und/ oder gewonnen. 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zum Nachweis 
15 und/oder Isolierung von Antigen- spezifischen T-Lymphozyten 
in einer Suspension nach Aktivierung mit einem Antigen, 
wobei die Suspension mit einem CD4 0/CD154 -System- Inibotor 
in Kontakt gebracht wird, CD154 intra- oder und/oder 
extrazellular bestimmt und die CD154 aufweisenden Zellen 
20 nachgewiesen und/oder isoliert werden. 

Es ist uberraschend, dass durch das „Inkontakt w bringen der 
zu untersuchenden Suspension oder Probe mit einem 
CD4 0/CD154 System- Inhibitor CD154 intra- und/oder 
extrazellular bestimmbar und somit die Zellen, die CD154 
25 aufweisen, nachgewiesen und isoliert oder separiert werden 
konnen, wobei es sich bei diesen Zellen insbesondere urn die 
Gesamtheit der Antigen- spezifischen CD4 + Th-Lymphozyten 
handelt . 
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CD40 ist ein 45-50 kDa grofies membranstandiges Glycoprotein 
aus der TNF-Rezeptor-Genf amilie (Tumor-Nekrose-Faktor- 
Rezeptor-Genfamilie) . Es wird von verschiedenen 
hamatopoetischen Zelltypen aber auch von Eptithel- und 
Endothelzellen, Karzinomen, Fibroblasten und Muskelzellen 
ausgepragt. Es kann von CD154 gebunden werden, das 
dement sprechend Mitglied der TNF-Gen-Familie ist und 
ebenfalls von vielen Zellen mit sehr unterschiedlichen 
Funktionen exprimiert werden kann. CD40 wird auf 
verschiedenen Zellen exprimiert, wie zum Beispiel B- 
Lympho zy t en , dendr i t i s che Ze 1 1 en , Mono zy t en /Makr ophagen , 
Mast zellen, hamatopoetische Stamm-/Vorlauf erzellen (human) , 
Thymusepithelzellen (Maus) , Endothel zellen, Fibroblasten 

(Maus) , Muskelzellen (human) und/oder Karzinome (human) . 
CD154 wird beispielsweise auf T-Lymphozyten, aktivierte 
dendritischen Zellen (human) , Monozyten, Mastzellen 

(human) , basophilen/eosinophilen Granulozyten (human) , NK- 
Lymphozyten (Maus) , fetale Thymozyten (Maus) und/oder B- 
Zellen (human) exprimiert. 

Entsprechend der sehr heterogenen Expressionsmuster auf 
verschiedenen Zelltypen sind zahlreiche CD40/CD154 
Wechselwirkungen beschrieben. Das CD40/CD154 System ist ein 
Beispiel fur verschiedene Systeme, die auf Rezeptor- 
Liganden-Interaktionen basieren und als solche eine groSe 
Bedeutung bei Reaktionen des Immunsystems haben. Die 
CD40/CD154-Interaktionen zwischen T- Lymphozyten und 
dendritischen Zellen (DC) sind u.a.. von Bedeutung bei der 
Induktion und Regulation der Immunantwort von Bedeutung. 
Eine spezielle Stellung nehmen CD40/CD154 Interaktionen bei 
Entwicklung von humoralen Antikorperreaktionen ein. Eine 
besondere klinische Bedeutung zeigte sich . bei dem 
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sogenannten X-chromosomalen Hyper- IgM- Syndrom; einer 
Immunerkrankung, bei der die Expression eines nicht - 
funktionellen CD154 zu einer stark verminderten 
Antikdrperbildung und pyogenen Infektionen fiihrt. In 
5 anderen Zellen beeinflusst die Signalweiterleitung uber 
CD4 0/CD154 aber auch beispielsweise die Entstehung von 
Thromben in vivo und verstarkt die Entwicklung von 
Arteriosklerose . 

Die Bedeutung des von T-Lymphozyten ausgepragten CD154 ist 

10 somit vor allem wahrend der Interaktion mit B-Lymphozyten 
fur die Entwicklung von humoralen Antikorperantworten 
essentiell. Anscheinend kann das von T-Lymphozyten 
ausgepragte CD154 auch mit von verschiedenen Antigen- 
prasentierenden Zellen (APC) exprimiertem CD40 in 

15 Interaktion treten. Dies wird deutlich, da wahrend der in 
vitro Stimulation mit spezifischen Antigenen CD154 auf 
aktivierte T-Lymphozyten sehr schnell herunter reguiiert 
wird. Als fur dieses Phanomen verantwortlich angesehen wird 
die Interaktion von CD154 auf den aktivierten T-Lymphozyten 

20 mit von in solchen Systemen auch von APC wie Monozyten 
stark exprimierten CD40. Die spezifisch von aktivierten T- 
Lymphozyten ausgepragten CD154 Molekule werden danach in 
den Zellen degradiert. Es steht dann in einem nicht durch 
das erf indungsgemafie Verfahren beeinf lussten System als 

25 Marker fur spezifische CD4+ Th-Lymphozyten nicht mehr zur 
Verf ugung • 

Durch die Zugabe eines CD4 0/CD154 System- Inhibitors wird 
die Wechsel- und Signalwirkung sowie Interaktion von*CD4 0 
und CD154 gestort bzw. inhibiert . CD40/CD154 System- 
30 Inhibitoren konnen im Sinne der Erfindung alle Molekule 
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Oder auch physikalische Einwirkungen sein,. die in der Lage 
sind, die Interaktion zwischen CD40 und CD154 zu blockieren 
oder zu inliibieren . Demgemass kann das inhibierende Mittel 
ein Antikorper, der beispielsweise gegen CD40 gerichtet 
ist, sein, ein Molekul, ein Casium- oder ein Lithiumion, 
welches die Wechselwirkung zwischen CD4 0 und CD154 
untereinander beeinflusst. Es kanii selbstverstandlich aber 
auch eine Substanz sein, die die Sekretion oder Endozytose 
in der Zelle inhibiert , wie z.B. Brefeldin-A (Bref-A) . 
Bref-A ist ein Inhibitor des Golgi-Apparates und der 
Sekretion einer Vielzahl an Zytokinen. Durch diese Stoffe 
wird gewahrleistet, dass entweder CD40, CD154, die 
Wechselwirkung zwischen den beiden bzw. das CD40/CD154 
System so modifiziert wird, dass CD154 entweder auf der 
Zelloberf lache nicht raehr herunter reguliert bzw. abgebaut 
wird, oder, sofern es sich noch innerhalb der Zelle 
befindet, nicht mehr innerhalb dieser transport iert wird. 
Durch die Unterbrechung des Transportes innerhalb der Zelle 
wird der Abbau von CD154 verhindert . Somit wird CD154 
innerhalb oder auSerhalb der Zelle als auSenstehender 
Rezeptor stabilisiert und kann mit dem Fachmann bekannten 
Nachweisverf ahren detektiert und folgend isoliert werden. 
Dem Fachmann sind verschiedene Verfahren und Vorrichtungen 
bekannt, mit denen detektierte Zellen des Immunsystems 
separiert, auf gereinigt , angereichert bzw- isoliert werden 
konnen, z.B. die Durchf lusszytometrie oder die magnetische 
Zellsortierung . 

Durch die Zugabe des CD40/CD154 System- Inhibitors wird der 
Abbau oder die Degradation von CD154 innerhalb und/oder 
auSerhalb der Zelle unterbunden, so dass die Zellen, die 
CD154 aufweisen, charakterisiert und folgend anhand dieser 
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Charakterisierung isoliert werden konnen. Durch das 
erf indungsgemafie Verfahren wird somit insbesondere der neue 
erf indungsgemaSe Kandidat, CD154, fur die Bestimmung von 
Antigen- spezif ischen T-Lymphozyten bereitgestellt . 

5 In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung werden 
als T-L>ymphozyten Th-Lymphozyten detektiert und/oder 
separiert, insbesondere CD4 + und/oder CD8 + Th~Lymphozyten. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung ist der 
CD4 0/CD154 System- Inhibitor ein gegen CD4 0 gerichteter 

10 Antikorper, ein gegen CD154 gerichteter Antikorper, ein 
Sekretionsinhibitor und/oder ein Endozytoseinhibitor . Dem 
Fachmann sind verschiedene Sekretionsinhibitoren und 
Edozytoseinhibitoren bekannt . Der Antikorper kann hierbei 
ein polyklonaler , raonoklonaler bzw. ein spezif isch 

15 modif izierter Antikorper oder ein Antikorper fragment, 
beispielsweise ein Antikorper sein, der mit einem Phagen 
oder einem Phagenf ragment assoziiert ist. Er kann sowohl 
gegen ein einzelnes Epitop auf CD4 0 bzw. gegen mehrere 
Strukturen von CD40 gerichtet sein. Ein Antikorper im Sinne 

20 der Erfindung ist ein Molekul, welches CD4 0 so beeinflusst, 
dass eine Wechselwirkung mit CD154 vorteilhaf terweise nicht 
mehr moglich ist. Antikorper bedeutet daher im Zusammenhang 
mit der Erfindung ein Polypeptide das im Wesentlichen von 
Immunoglobulin-Genen oder Fragment en davon codiert wird, 

25 das CD40 spezif isch bindet bzw. erkennt . Der in der 
vorliegenden Erfindung verwendete Begriff Epitop bedeutet 
eine beliebige Antigen-Determinante auf einem Antigen, an 
das das Paratop eines Antikorpers bindet. Epitop- 
Determinaten bestehen insbesondere aus chemisch aktiven 

30 Oberf lachengruppierungen von Molekulen, wie Aminosauren 
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oder Zuckerseitenketten und besitzen normalerweise sowohl 
spezif ische Merkmale der dreidimensionalen Struktur als 
auch spezif ische Ladungsmerkmale . 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm der Erfindung werden 
als der Sekretionsinhibitor und/oder der 

Endozytoseinhibitor Brefeldin-A und/oder Monsensin 
verwendet . Brefeldin A ist ein Metabolit des Pilzes 
Penicillium brefeldianum und blockiert als carboxyliertes 
Ionophor den Transport neu synthetisierter Proteine vom 
endoplasmatischen Retikulum in den Golgi-Apparat und 
behindert den Austausch zwischen Endosomen und Lysomen 
wahrend der Kreislauf zwischen Zellmembran und Endosomen 
vorteilhaf terweise ungestort bleibt. 

In einer weiteren, besonders bevorzugten Ausfuhrungsf orm 
der Erfindung wird CD154 intrazellular in f ixierten Zellen 
detektiert. Da CD154 extrazellular schnell herunter- 
reguliert bzw. abgebaut wird, sobald eine Antigen- 
spezifische Aktivierung von insbesondere Th-Lymphozyten 
stattgefunden hat # kann CD154 mit Vorteil intrazellular mit 
hoher Genauigkeit in- vitro detektiert werden. Insbesondere 
durch die Zugabe von Brefeldin A wird der Transport des 
Proteins CD154 an die Zelloberf lache blockiert. 
Vorteilhaf terweise ist hierdurch die Analyse des gesamten 
CD154, welches sich intrazellular befindet, auf sehr 
spezifische Weise moglich, was eine nahezu vollstandige 
Detektion von insbesondere alien reaktiven CD4 + Th- 
Lymphozyten ermoglicht. Durch die intrazellulare Bestimmung 
von CD154 wird ein sehr gutes Signal -Rausch-Verhaltnis 
erreicht, was eine sehr sichere und effiziente Bestimmung 
der Antigen- spezif ischen Th-Lymphozyten ermoglicht. 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm des erf indungsgemaSen 
Verfahrens werden in inf lammatorische, antif lammatorische, 
regulatorische. und/oder suppressive T-Lymphozyten 
nachgewiesen und/oder isoliert und fur zellulare Therapien 
zur praventiven oder kausalen Behandlung von infektiosen, 
allergischen, inf lammatorischen, malignen und/oder 
autoimmunen Erkrankungen eingesetzt. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm werden 
inf lammatorische , antiinf lammatorische , regulatorische 
und/oder suppressive T-Lymphozyten nachgewiesen und/oder 
isoliert und fur zellulare Therapien zur praventiven oder 
kausalen Behandlung von Erkrankungen eingesetzt, wobei die 
Erkrankungen ausgewahlt sind aus der Gruppe umfassend 
rheumatoide Arthritis, multiple Sklerose, systemischen 
Lupus erythematosus, Sklerodermie, Vaskuliteden, reaktiver 
Arthritis, ankolysierender Spondylitis, Uveitis, Morbus 
Crohn und/oder Diabetes. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren zur Detektion und zur 
Isolierung von Antigen- spez if ischen T-Lymphozyten, 
beispielsweise CD4 + Th-Lymphozyten, erlaubt es, 

insbesondere Antigen- spezifische Th-Lymphozyten fur die 
Zelltherapie gegen verschiedene Krankheiten, wie 
beispielsweise Krebs oder virale Infektionen einzusetzen. 
Bisher wurden z.B. Th-Lymphozyten in Form von Zelllinien 
oder Zellklonen fur die adoptive Th-Lymphozytentherapie 
verV7an dt . Die Kerstellung dieser Zelllinien bzw. Zellklonen 
1st jedoch sehr aufwendig und benotigt einen langen 
Zeitraum. Das erf indungsgemafie Verfahren erlaubt es 
erstmalig, Antigen- spezifische Th-Lymphozyten mittels der 
Detektion von CD154 in kurzer Zeit in vivo wie in vitro zu 
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In einer weiteren bevorzugten Aus fuhrungs form der Erf inching 
wird CD154 extrazellular auf vitalen Zellen detektiert. Urn 
insbesondere Antigen- spezifische CD4 + und/oder CD8 + Th- 
Lymphozyten im therapeutischen Oder klinischen Bereich 
einzusetzen, ist es erf orderlich, die Zellen so zu 
detektieren, dass sie in ihrer Funktionalitat nicht negativ 
beeinflusst werden, d.h., dass ein Nachweis 

vorteilhafterweise so gestaltet ist, dass die Zellen lebend 
und vital detektiert werden konnen, urn sie folgend zur 
Herstellung eines Arzneimittels verwenden zu konnen. Es ist 
beispielsweise moglich, mittels anti-CD4 0-Antikorper CD40 
zu neutralisieren, um den Abbau von CD154 auf der 
Zelloberf lache zu verhindern, was eine Detektion und 
Isolierung von Antigen- spezif ischen CD4 + und/oder CD8 + Th- 
liymphozyten erlaubt . 

Es ist bevorzugt, die Antigen- spezif ischen T-Lymphozyten, 
insbesondere CD4 + und/oder CD8 + aus Frischblut, gefrorenen 
Zellen, periphere mononukleare Blutzellen (PBMC) und/oder 
aus anderen Korperf lussigkeiten zu gewinnen. 

In einer bevorzugten Aus fiihrungs form der Erfindung sind die 
isolierten und/oder separierten T-Lymphozytenzellen, die 
keine Cytokine produzieren bzw. " die kein definiertes 
Zytokinmuster aufweisen. Mit Vorteil ist es also moglich, 
alle Antigen- spezif ischen T-Lymphozyten, d. h. die 
Gesamtheit dieser Zellpopulation, die gegen ein bestimmtes 
Antigen gerichtet ist, zu detektieren und/oder zu 
isolieren, und zwar unabhangig davon, ob diese T- 
Lymphozyten Cytokine produzieren oder nicht Oder ob die T- 
Lymphozyten sich keinen definiertem Zytokinmuster zuordnen 
lassen. 
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detektieren und zu isolieren. Somit ist es erstmals 
moglich, Th-Lymphozyten aufgrund ihrer Antigenreaktivitat 
unabhangig von ihren Phanotyp zu selektieren. 

Die erf indungsgemaSe Lehre beschreibt analytische oder 
therapeutische Verfahren, deren Grundlage die CD154 
Expression auf Antigen- spezifischen T-Zellen nach 
Stimulation in Gegenwart von einem CD154-CD40 
Systeminhibitor ist. In der beanspruchten Lehre wird die 
Expression des CD154 nach Stimulation mit Antigenen oder 
Gemischen von Antigenen nicht polyklonal auf alien T-Zellen 
sondern selektive auf T-Zellen mit einheitlicher , 
definierter Antigenspezif itat induziert. Systeme in denen 
polyklonal wie von Schonbeck et all beschrieben mit 
Lektinen, Concavalin A, Phorbolestern, Zytokinen oder 
verschiedenen Antikorpern stimuliert wird, erlauben die 
Aktivierung von T-Zellen in der Abwesenheit von Ant i gen - 
prasentierenden Zellen. Im erf indungsgemaSen . Verfahren 
sind Antigen-prasentierende MHC-Molekule exprimierende 
Zellen essentiell, urn eine physiologische Stimulation 
ausschliefilich der spezifischen T-Zellen zu induzieren. Das 
erf indungsgemaSe Verfahren dient der Analyse und Isolierung 
Antigen- spezifischer T-Zellen, wobei die magnetische 
Zellsortierung eines der moglichen Verfahren ist, die 
detektierten Zellen des Immunsystems zu separieren, 
auf zureinigen, anzureichern bzw. zu isolieren. 

Mit Vorteil ist es durch die Verwendung von CD154 als 
Marker fur Antigen- spezifische T-Lymphozyten moglich, 
beispielsweise aus Korperf lussigkeiten oder kunstlichen 
Zellsuspensionen gegen ein gewahltes Antigen oder gewahlte 
Antigene spezifische T-Lymphozyten, insbesondere fur 
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zelltherapeutische Anwendungen , zu gewinnen. 

Vorteilhafterweise ist es moglich, spezifische T- 
Lymphozyten zur Expansion oder mit nachf olgendem oder 
direktem adoptiven Transfer zu isolieren, wobei diese 
5 spezifischen T- Lymphozyten inf lammatorische oder 

antiinf laitunatorische und insbesondere regulatorische oder 
suppressive T- Lymphozyten darstellen. 

Im folgenden soil die Erfindung anhand von Beispielen 
veranschaulicht werden, ohne die Erfindung darauf zu 
10 be s chranken . 

Beispiel 1 

Die Kinetik der intrazellularen CD154 Expression in 
Antigen-reaktiven Th-Zellen nach in vitro Stimulation von 
humanen Vollblut mit dem Superantigen Staphylocokkus 

15 Enterotoxin B (SEB) wurde bestiramt. Jeweils 1ml Vollblut 
eines normalen gesunden Spenders wurde fur die angegebenen 
Zeiten mit oder ohne SEB (lug/ml) bei 37°C kultiviert. Fur 
die letzten 2 Stunden der Kultur wurde der 
Sekretions inhibitor BrefA zugegeben. Es sind auf CD4 + Th- 

20 Zellen begrenzte Analysen gezeigt. In Fig . 1 ist die 
Kinetik der intrazellularen CD154 Expression gezeigt. 

Beispiel 2 

Fig. 2 zeigt den Nachweis Tetanus -Toxoid- (TT) -spezischer 
Th-Zellen und Allergen- spezischer Th-Zellen in humanem 
25 Vollblut unabhangig von der Art der reaktiv produzierten 
Zytokine nach in vitro Stimulation mit TT und Allergen. 
Jeweils 1ml Vollblut gesunder Spender wurde mit oder ohne 
die angegebenen Antigene (TT: lOjag/ml / Allergen: 2 0|xg/ml) 
fur 6 Stunden bei bei 37°C kultiviert. Fur die letzten 4 
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Stunden wurde der Sekretionsinhibitor BrefA zugegeben. Es 
sind auf CD4 + Th-Zellen begrenzte Analysen gezeigt. 

Beispiel 3 

Die Isolierung von lebenden . Tetanus-Toxoid- (TT) - 

5 spezifischen Th-Zellen anhand der reaktiven CD154 
Expression aus hmnanen peripheren mononuklearen Zellen nach 
in vitro Stimulation mit TT ist in Fig, 3 dargestellt. Aus 
ca. 20ml Vollblut wurden periphere mononukleare Zellen 
gewonnen. Diese wurden fur 6 Stunden mit lOpg/ml TT in 

10 Gegenwart eines monoklonalen anti-CD40 Antikorpers bei 37°C 
kultiviert. Alle| Proben wurden mit Antikorpern gegen CD4- 
FITC, CD69-APC und CD154-PE markiert . Zum Ausschluss von 
toten Zellen wurden Propidiumjodid verwendet . In 3A sind 
Analysen der CD154 Expression im Verhaltnis zur Expression 

15 des Aktivierungsmarkers CD69 vor Isolierung gezeigt. Nach 
einer magnetischen Anreicherung mit PE-spezif ische 
MicroBeads (3B) wurden lebende CD4 + , CD154 + Th-Zellen 
weiter mit dem FACS aufgereinigt (Figure 3C) . In den 
Figuren 3A und 3B sind die Analysen auf CD4 + Th-Zellen 

20 begrenzt . 

Im folgenden sollen die potentiellen Anwendungs- 
moglichkeiten der Erfindung anhand von weiteren Beispielen 
hervorgehoben werden, ohne die Erfindung auf diese zu 
beschranken . 

25 Beispiel 4 

Die Erfindung erlaubt ein „ Screening w nach T- 
Zellreaktivitaten mit Antigenen oder Antigenmischungen. 
Hierzu konnen Zellen in Korperf lussigkeiten entweder direkt 
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oder nach Auf arbeitung zu mononuklearen Zellen mit den 
Antigenen oder Antigeiunischungen fur kurze Zeit in vitro 
unter geeigneten Bedingungen inkubiert werden, urn dann nach 
Fixierung eine zytometrische Analyse der reaktiven 

5 Expression von CD154 vorzunehmen. Diese Vorgehensweise kann 
zum einen in. Begleituntersuchungen bei Impf studien 
Anwendung finden, oder auch in der Grundlagenf orschung, urn 
bisher nicht definierte immunre levant e Antigene zu 
definieren. Bei beiden Anwendungen ist es von groSer 

10 Bedeutung, dass die Anwendung zum einen eine komplette 
Erfassung der spezif ischen, Antigen -reaktiven T- Zellen 
erlaubt (insbesondere der CD4+ Th-Zellen) und zum anderen 
unabhangig von zuvor definierten immundominanten Peptid- 
Epitopen des Antigens oder im Vorfeld solcher 

15 Untersuchungen herzustellenden Probanden- spezif ischen 
Reagenzien ist. 



Beispiel 5 

Die Anwendung erlaubt die Evaluation von Antigen- 
20 spezifischen T-Zellen mit den unterschiedlichsten 
Funktionen. Hierbei konnen es sich urn inf 1 anuria t or ische T- 
Zellen, charakterisiert durch die reaktive Expression von 
z. B. IFNg, TNFa oder IL-2 r antiinf lammatorische T-Zellen, 
charakterisiert durch die reaktive Expression von z. B. IL- 
25 4, IL-5 oder IL-13 r aber auch regulator ische T- Zellen 
handeln, die durch die Antigen -reaktive Expression von IL- 
10 oder TGFb charakterisiert sind. Ferner werden mit dem 
Verfahren auch T- Zellen erfasst, die sich nicht durch die 
Expression spezif ischer Zytokine. charakterisieren lassen. 
30 Somit kann das Verfahren neben Anwendungen- in der 
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Grundlagenf orschung einer kompletten Evaluation von 
Immunantworten in den verschiedensten klinischen 
Situationen leisten, wie- bei Infektionen mit Viren, 
Bakterien oder anderen Pathogenen oder der Analyse von 

5 Immunantworten gegen Tumor- oder Leukamieantigene . Ferner 
konnen auch T-Zellen analysiert werden, die an allergischen 
Reaktionen beteiligt sind oder die in immunpathologischen 
Situationen wie GvHD oder GvL tragende Rollen spielen. 
Letztlich erlaubt das Verfahren erstmals die direkte 

10 Analyse von regulator ischen T-Zellen und insbesondere von 
sogenannten naturiichen T „regulatorischen w Zellen, die 
bisher nur durch die Expression des Transkriptionsf aktors 
foxp3 xand zum Teil durch die erhohte Expression des CD25 
Molekiils charakterisierbar waren. 

15 

Beispiel 6 

Die Anwendung erlaubt es ferner Antigen- spezifische T- 
Zellen fur die weitere funktionale Untersuchungen und auch 
fur klinische Anwendungen lebend zu isolieren. Zu den 

20 klinischen Anwendungen gehoren unter anderem adoptive 
Therapien mit spezif ischen T-Zellen zur kausalen 
spezifischen Therapie bei Infektionen mit Viren, Bakterien 
oder anderen Pathogenen, bei Tumor, Leukamie oder anderen 
malignen Erkr ankungen , bei Allergien, Autoimmunerkrankungen 

25 oder anderen immun-vermittelten Erkrankungen wie z. B. GvHD 
oder GvL. Die Voraussetzung bietet sich hierzu, da die 
Anwendung eine Isolierung der Gesamtheit aller spezifischen 
T-Zellen gegen immunogene Peptide, Antigene oder Gemische 
von Antigenen erlaubt . 
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Beispiel 7 

Die Anwendung erfullt im Besonderen die Voraussetzung, dass 
Autoantigen- spezif ische T-Zellen aus komplexen 

Zellgemischen zu isolieren. Solche Zellen konnten zum einen 

5 bei Patienten mit bereits „etablierten u 

Autoimmunerkrankungen aus Korperf lussigkeiten wie z. B. 
peripherem Blut anhand ihrer reaktiven CD154 Expression 
nach in vitro Stimulation mit bei den jeweiligen 
Autoimmunerkrankungen relevanten Autoantigenen isoliert 

10 werden. Danach konnten die gewonnenen Zellen nach Expansion 
in die Patienten reinfundiert werden. So w&re erstmals eine 
spezif ische Unterdruckung der Autoimmunreaktionen und damit 
eine kausale Therapie moglich. Zu den moglicherweise so 
therapierbaren Erkrankungen gehoren unter anderem 

15 Krankheiten wie die rheumatoide Arthritis, die multiple 
Sklerose, der systemische Lupus erythematosus, die 
Sklerodermie, Vaskuliteden, reaktive Arthritis, 

ankolysierende Spondylitis, Uveitis, Morbus Crohn. 

Die Anwendung kann auch zur prophylaktischen Therapie mit 
20 spezif ischen regulatorischen T- Zellen von Patienten aus 
Risikogruppen bei Erkrankungen wie Diabetes oder den oben 
bereits genannten Autoimmunerkrankungen genutzt werden. 

Beispiel 8 

Die Anwendung erlaubt es ferner Antigen- spezif ische T- 
25 Zellen auch in nicht-humanen Spezies zu analysieren bzw. 
fur weitere Zwecke oder Untersuchungen solche spezifischen 
T-Zellen aus komplexen Zellgemischen zu isolieren. Sie ist 
somit nicht auf Erf orschungen mit humanen Zellen 
beschrankt, sondern kann z. B. mit geeigneten Spezies- 
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spezifischen Reagenzien in Tiermodellen z. B. zur 
Erforschung von infektiosen Erkrankungen wie HIV in Affen 
eingesetzt werden. Weiter kann die Anwendung zur ex vivo 
Evaluation von definierten Immunantworten oder zur 
5 Isolierung spezifischer T-Zellen in tierexperimentellen 
Systemen wie der Maus oder der Ratte eingesetzt werden. 
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Patentanspriiche 

1 . Verwendung von CD154 zum Nachweis und/oder zur 
Isolierung von Antigen- spez if ischen T-Lymphozyten. 

2 . Verwendung nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet , dass 

als T-Lymphozyten CD4* und/oder CD8 + T-Lymphozyten 
nachgewiesen und/oder isoliert werden. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

inf lammatorische , ant i f lamma tor is che , regulatorische 
und/oder suppressive T-Lymphozyten nachgewiesen 
und/oder isoliert werden. 

4. Verfahren zum Nachweis und/oder Isolierung von 
Antigen- spezif ischen T-Lymphozyten in einer Suspension 
nach Aktivierung mit einem Antigen, wobei die 
Suspension mit einem CD4 0/CD154 Systeminhibitor in 
Kontakt gebracht wird, CD154 intra- oder extrazellular 
bestimmt und die CD154 aufweisenden Zellen detektiert 
und/oder separiert werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 4 # 
dadurch gekennzeichnet, dass 

als T-Lymphozyten CD4 + und/oder CD8 + T-Lymphozyten 
nachgewiesen und/oder isoliert werden. 
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6. Verfahren nach einem der Anspruche 4 oder 5, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

als CD40/CD154 Systeminhibitor ein anti-CD4 0- 
Antikorper, ein anti-CD154-Antikorper, CD40 oder CD154 
blockierende Substanzen, ein Sekretionsinhibitor 
und/oder Endozytose inhibit or verwendet werden. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet; dass 

als Sekretionsinhibitor und/oder Endozytoseinhibitor 
Brefeldin A und/oder Monsensin verwendet werden. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

CD154 intrazellular oder extrazellular in fixierten 
Zellen detektiert wird. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

CD154 intrazellular oder extrazellular auf vitalen 
Zellen detektiert wird. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die T-Lymphozyten isoliert und/oder separiert werden, 
die kein definiertes Zytokinmuster aufweisen. 
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Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 10 , 
dadurch gekennzeichnet , dass 

inflammatorische, ant if lammatorische, regulatorische 
und/oder suppressive T-Lymphozyten nachgewiesen 
und/oder isoliert werden und fur zellulare Therapien 
zur praventiven oder kausalen Behandlung von 
inf ektiosen, allergischen, inf lammatorischen, malignen 
und/oder autoimmunen Erkrankungen eingesetzt werden. 



Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

inflammatorische , antif laramatorische , regulatorische 
und/oder suppressive T-Lymphozyten nachgewiesen 
und/oder isoliert werden und fur zellulare Therapien 
zur praventiven oder kausalen Behandlung von 
Erkrankungen ausgewahlt aus der Gruppe umfassend 
rheumatoide Arthritis, multiple Sklerose, systemischen 
Lupus erythematosus, Sklerodermie, Vaskuliteden, 
reaktive Arthritis, ankolysierende Spondylitis, 
Uveitis, Morbus Crohn und/oder Diabetes eingesetzt 
werden . 
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